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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@) Serum als Zusatz von Kulturmedium bei der Zuchtung von stratifizierten Hautaquivalenten aus Stammzellen 

Die Erfindung betrifft die Ariworuiuiuj nines spe/iellen 
Verfahrens /ur Kultivierung von Haarfotlikei/ellen (ORS 
Zellen outer root shoot cells) und weiterer hauttypisohor 
Zellen, win /. B. Koraf ino/yten, Melano/yten etc. im Hiri 
blick auf doren therapeutische b/w. kosmetisohe Anwon 
dung boi Monsr.hon und Tieren. 

Gogenstand der Brftndung ist die /uc.htung von stratifi 
/iorton Hautaquivalenten aus Maut/ellen b/w. deren 
Stamm/ellen unter Ver/icht auf Ku It u r/usat/e von spen 
dor , empfanger oder artfromden Orqanismen und somit 
die Kultivierung von Zellen unter Anwendung homologer 
(arteigener) b/w. autologer (or ganismuseiqener) Zusat/e 
im Kultu rrnodium. 

Gegenstand (ies Patentes ist die Anwendung von homo 
logem oder autologem a) Serum und (lessen Bestandtei 
Ion sowie b) einem Gemisch von War.hstu msfaktoren, als 
Zusat/e /um Kulturmedium. 
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Bcschrei bun g 

Methodc der Wati I ist die Abdeckung tier Wunde rnit pa 
tientenci gener Haul, die beispielsweisc als Mesh-Oral!, 
Thiersch Plastik oder als I apjvn mil untcrschtedl ichen Me 
Mi. xicn apph/ierl void 

Problem: Mil der Pntualmic von Haul en lor ganzen evil. 
\ . jn k ular isier len ( lev. ebe lappen ward cine /usatzhchc 
W'u r ik it' geschatten. die lhrerscits hcilen niuLP So ist /. B. 
e:ne I Piutcninuhniestellc hit eine Mesh (halt Plastik sehr 
sehincr /hat t und litntcrlald naeh Abheilen cine Hachigc 
Narhe nil! ott un/u mul bareni kosinehschc m Hrgchnis. Bei 
vviedeiholt ertorderl ichen Pingn Hen, /.. B. mi Kahmen tier 
Behandl un g ehromsehe!" Wunden, stehen auPerdeni Fnlnah 
rneslellen ott nicht in nusreichender An/ahl /nr Vei 1 ugung . 
Wei tc t hin Mini mil dcin F nigra 11 die Risikcn einei ( ){x.'ration 
vc rh;auicn. 

/el Ikuilivicning 

Seit Jet Fntwicklung von Rhcmwald et ah (1 9 /5 ) nnti tlen 
Prgan/nngen von Orecn (1979) hat die Kultivierung von 
Ke: ai i no/ \ ten und dercn Anwendung vor allem in dcr Ver- 
hr eni iungsmedi/in emcn Plat/ erobert (Rficinwald, TO . el 
a I .. "Set I ( \ilti vatu 4i o! Strains ot I hi man F pi dermal Kera- 
tirnwics: The Formation tit Keratinizing Colonies krorn 
Single (ells", (Vll 6: 331 544, 1975; Orcen, II. et af, 
"Orowth of Cultured Human Fpidermal Cells Into Multiple 
Fpithehn Suitable tor ( Tatting", Prtx:. Nat. Acad. Sci. USA 
It) 5nto 5nd8, 1979). '/ait Anwendung konmien inzwi- 
schen kuilivicrtc /ellen aus vcrsehietlenen Spcnderlimcn. 

Ais gecignetes Kulturmedium haben sieh Fagics Medium 
unter /usai/ verschiedener Alokino h/w. '/.us i:/e aus un 
terschtcdliehen Seren, voi allem U>etaieni h ilbcrsernm 
! IKS), ei wiesen ( C 'hi Ids ( ' . B. , Pioper J.A., Puck,: R.F, Mo 
ses H . I. . , "Serum Contains a Plat elet Deri ved I '■ ai storming 
(irouth Factor". Proe. Natl. Acad. Sci. I ISA, 79: 
531 : rc>]n. 1982; vgl. auch: (Ireen, aaO. 1979). An dcr 
Kulti v icrung unter Ver/icht auf bovine unci andere art- 
trenttle Substanzen wirti i miner wieder gearbente't. 

I )ie I Iberlebenszci t von Transplantaten aus emptanger- 
trenulen /cllkulturen ist nach wie vor gering. Sic gent i.ti.R. 
u'her wenigc I age nicht fnnaus. Die korperti enitlen /ellen 
diencn v. a. als Quelle der von den Keratinozv len treigesetz 
ten WachM umstaktoren. die Prn/esse intluzieren, tiie un /,u- 
saiuuienhang mit der Wundhcilung von Bcdeutung sind. 
Das aliogene Material wudi d.R. innerhalb einei Woe he ah 
gestol.Vu uiul tnuP. inn eine Heilung /u eireichcn, voin 
Pu.ptangcrorganisnius dutch auloiog.es Material ersct/t 
ue:den ( Uennet et al . Am j o( SLirger\. Hid. P>93:74 SI, 
Phi hips T. , et al., "( "ul tin e ot 1 ; pi derma I Autogi alt s a fit! A I 
logratls: A Shulv ot Dit lerentiation and Al logratt Sur\'ival", 
I Am. Aead Dermatol / h 1S9 PJS, 1990) 

Patienten eigene Keratint^zvtcn 

Wcitcre P ntu ickiungen Ziehen dahcr atil die K u It iviernng 
aulologer, tl. h. [xitientetieigener Keratinozv ten (O'Connor, 
N P. et al , "( I rat ting ot Burn Wt minis With ( \ i I lured h'f^it he- 
lium Prepared Prom Autologous p'pulcrmal ('ells". Lancet 

1 : 75 /S, 19S1; 1'hilhps, T. et al., "Treatment ot Skin Ulcers 
With Cultured Hpidcnnal Allografts", J. Am. Acad. Derma- 
tol. 21: 191 199, 1989; Henekel, V. et al., "Transplantation 
of Keratinocvtes in the Treatment of Wounds", Am. J. ot 
Surgery 170: 75 S3, 1995; "Die Verwendung von Keratino- 
zvtenkulturen in der Schwerbrandverietztenbehandiung", 
Dnfallchirurg 98: 229 232, 1995). Die Anwachsraten der 

Irans[>lantate Iassen sic h tiureli tliese [echniken aut 
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40 75'^ erhohen. 

Slant! der Technik hierbei ist, wie schon hei tier /.ut'htung 
allogener Hautgewebe, neben der Verwendung arttreuider 
oder [xitientent renitler /usat/c mi Knit urmedium, wie / B. 
I KS, sich ebenlalls arllrenider /xdlkulturen aus Pibrobla- 
>!t'n i B indegevs t'bs/ta len ), .iat denen die I !;inlkuliuren 
watdisen sollen (Peciler haver), zu bedienen. Feeder haver 
sind generel I t ur die /ucht ung \<'i) 1 1 au!/e I len hishcr et t ot 
der hch. 

bur die der/t'i I igen V'erlaliren be^tehen lolgemk 1 Pi o 
blen ic: 

P.iusat/ von IKS bei del K u lii\ lerung : Das luteku 
onsnsiko nut BSP. und anderen nundichen Krankheiteu 
ist erhebl ich 

lansal/ \^n arttrenuien (5 P5 /.clien tier NPuis) oder" 
anderen hclt'rogenen 1 i brobl ;ivt enku It uren ( f eeder 
haver): (Ictahr emer Iberlrag ung von ailtrcmdcn 
Krankheitsen egern ut-d htabheren neuartiger Inlekti 
* Miswege. 

Heist e 1 1 ui ig sdiiuer: Muhilaver 3 4 Wochcu, 
Nur begrcit/Ie An v\ achsi ate, bei chroniseheii Wun 
den /. B. nur 10 20' . 

Als weiterer, \ iel\ ersprechender hioicchnolog]scher An 
sat/ wurde diie Verwendung von Haar tollikel/ellc-i (OKS- 
/ellen = Outer Root Shealh-/el len ) evaluierl. Die ( )KS ■■ '/el- 
len werden als Voriauterzellen ( "~ Stamm/ellen = Precursor 
'/ellen > der Kerat i ru >/vten angesehen (Jmg-Shan, ^ ^ . et ah, 
"hppcr Human Hair P'ollicle Contains a Suhpopulal ion of 
Kerat i nocv tes with Superioi In Vitro Prop t era! l v e Pojcn- 
I la I", T Invest. Dei niaiol. ] OP ro2 n59, PJ93 ). Sie sind w c 
mger di tleren/ierte und stMiut rt'pl lkal ions I ah i get "e und \ Ha- 
lere /ellen, die su b leichter und schiudler in Kullur reph/ie 
icii Iassen st'vvie cine hohere lake Rate .mtweisen Pin Vcr- 
tahren lnr tiie Kultivierung \on ( )RS /ellen ist ersimals 
19S1 beschneberi worden (Wetenngs. P.J.J Al. el al . '"A Me- 
thod tor Cult tiring i hi man Hair Follicle Cells", lint. J. 1 >er- 
maloh 104: 1 5, 19S1). 

[n vitro vermehrte I laarwairzelzel len wertien /. B. in Sus- 
pension, als Inseln in einer 1 Yagermatnx (/.. B. l ibnnkle- 
ber), aut ' Wurulen autgebrachh Dicse Mini knit lire n wachscn 
m vivo zu deckentlem Hautepithcl heran untl tragen /um 
Wund verse ill uIJ bei ( VP >l I, P . "1 'roh 1 e rati ve Potent lal ot Di t 
terent Kera!in< v vies ot Picked Human Hair Follicles". J In- 
vest. Dermatol. p)v 14 21. P^J5). 

Pa^'ene A r bei ten im Vorteld det P.rfitulune 



I T n s ist gt'hingcu, aus ORS A' 1 len cm m rat i f \/ it' '. tes, d. 1 1. 
mehrschicht lL'.es und differ en/iei tes II nitaqui \ alei it in \itr<> 
heran/uziehen (Fimat, A. et al., "Successful dreaiment ot 
( 'hronic 1 eg. Fleers With P'pnlei riial 1 ; t]in valents ( ieneratcil 
Prom Cultured Autologous Outer Root Sheai h ( Vd Is". J . In 
^ vest. Dermatol. 107: 128 135. Julv 199f,). Das ge/nehtcte 
/ellmatenal ist msolern als Haul :it]ui \ alent zu be/eichncn. 
als es tlen i naliirhchen Hautautb:iu sehr nahe komn it , itsfvh 
eimge fur die Haul ivpische Strukt men, wie Schweib odei 
falgtlriisen txier Haare nicht aulweist. Bei tier liehandhing 
w chriMiischer Wunden wurtie dann! eine fake Rate vou 
()0 80'/^ erreicht. ents[nechentl tierjenigen von Transplantn 
len, tiie mil kon ventionellen dechniken vom Patienten gc 
woiuicn werden I eigene Datcn). 

Die dureh die neuen dechniken erreiehten Qualit;itsstei- 
<> s gerungen verbessern the Anwachsrate umi ernit^glichen erst- 
mahg die eiii/ienie Behandiung chrtunscher Wunden mit 
aus /cilen ge/uchteten, dermalcn Atjm valenten. 
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Die Inn* waiion 

I);is von Fimal et al. pubh/ierte Verlahren /.ur Aut/.uchl 
stralili/.icrtLT Hautaqui valente aus ( )RS-Zel len haben war 
wciterentw ickell, uni die Risiken einer Krankheitsubertra 
i/ung inlolge der Vcr v> endun g emptarigertrenider Seren nn 
Kulturmcdiuin b/.w. cmpl angert remder A.' II en tur den Tee 
der I av er aus/uschaltem Mil unscrcm Verlahren wurde erst 
nialiL' in tier Knltur dcrmaler Aquvalente aus ORS /-el len 
In >nn >loges sowie aulologes Serum cingeset/t. 

I)a/u verwendeteu wir KDM Medium ( ( T Micl ics. Pro 
moCcll) oder MCDB15.t Medium (/. ft. von Sigma). Dem 
Medium gaben wir 10 FV r aulologes, d. h. emptaugcrcige 
nes Serum, oder homologes, d h. ge pontics tiumaties Serum 
/u Sowobl in der Pr miarkultur, der Auswandctungs und 
Vcr mehrungsphase tier ORS /ellen aus den Hnarl olhkcl n, 
ais aueh in der Sekundarkullur, der Rekonshtutions und 
Slratih/icrungsphase. /eigle Mi ii gcgenuher dem gleichen. 
jedoeh nut b'KS versei/len Medium em nabe/u vcrdoppeltes 
Wachstum. Aueh die Allen selbst iieierlen em deutlich vila 
leres, kubisebes Ausseheii. In der Kultur vvaren die '/ellen 
ersiaun lieh bi Muogen, 

Das Veilahren limklnuiicil prm/ipiell aueh mil davon ab- 
ueiehenden Serumki >n/entral u Mien, /vvisehen T-r und 60S 
ist der relevante Bercich an/.usiedeln. Serum enthalt euie 
Vie I /.ah I von Stotten, die als unrksame Bcstandteile an/.use 
ben sind. Fine Gharakterisierung isl bis heule niebt durchge 
t uhrt. (ienerell handell es sieb grobtentei Is urn /ytokme. 

Mil der beschnehenen Frfmdung ging eine Optimierung 
der Kepi ikationsrate und erne Verkur/ung der Replikations- 
mlervalle ember. Somil gelang es crstnials, die Kulturdauei 
von bisher 3 4 Woehen aul insgesaml ea. 2 } Woeben /u re 
du/ieren. 

bur die Kuliivierung der ()RS-/,eIlen ohne b'eeder-'/ellen 
\ erueiulelen wir tin >dih/ierles M( 'I )B 1 5.FMediuni als deli 
merles Medium mil und ohne F Iv pophs scnextrakt (Boyce. 
S.T., I lam, FO. "Cultivation. Fro /.en Storage and Clonal 
(irowth ol Normal Human bpidermal Keratinocytes in Se- 
rum Free Media", J. Tissue Cult. Moth. 9: 8^ 93, 1985; Pit- 
telkow, M.R. et al., "Two Functional Distinct Classes ol 
(irowth Arrest Stares in Human Prokeratinoeytes Dial Re- 
gulate Clonogenic Potential", J. Invest. Dermatol 86: 
410 417, 1986; Rosdy, M ., Clauss, b.C., "Terminal Fpider- 
mai 1 )illerentiation ot Human Keralintx'vles ( irown in ( 'he 
rmeal Defined Medium on Inert Filler Substrates at the Au- 
biqmd Interphase", .1. Inv. Dermatol . 95: 4( )9 414, I 990) so 
wie allernativ Nk-FMcdium mil und ohne I lypophy senex 
Iraki ( liaur, M. el al.. "Immortalised Human Skin ( "ells With 
a Highly Conserved I )i!terent latum and Metabolism Profile 
as an Alternative in Toxicology Testing", In Vitro Toxicn 
logy, submitted }. Die Kult in scbalen waren mil humanem bi 
bronektm b/.w. humanem Kollagen beschichlet. Sowohl nut 
als aueh ohne H v|>ophvsenexli akt gciang es, die ORS /el 
len /u einer vergleiehbar gutcn Verniebrung /u brmgen. 

Das Wachstum der ()RS '/ellen konnte weiterbin verbes 
sen werden dureh die /ugabe von PRP (platelet released 
[>cptidcs). dem Inhalt der alpha ( iranula von hurnanen b/w. 
emptangereigcncn Throinbo/ vlen ins Kult urmedium. Die 
Herstellung von PRPertolgte wie in der lateratur besehne- 
ben (Davev, M.(F and Fuseher, IFF., "Release Reactions ol 
Human Platelets Induced by Thrombin and Other Agents", 
Biochim. Biophvs. Acta 165: 490 506, 1968). PRP wurde 
in Ko n /a; ntrati one n von 0.01 V A bis 20% eingeset/.t. Dabei er 
wies sich der Hereich unter 19T als wirksainer, die best en 
Resultale wurden bei 0,05% erreicht. 

/ur Optimierung tier Take-Rate ward die oplimierte Vor- 
bcrcitung des Transplantatlagcrs postuliert. Bereits in den 
tYuhen 8()er Jahren wurde beriehlet, daB tbrombo/ vi are 



Wachstumst aktoren die Granulation, Vaskularisiening und 
den Matnxaulbau bei Wunden tordert ( Bowen Pojx\ I) I ; et 
al., "Platelet Derived (irowth Factor In Vivo: Fevels, Acti- 
vity, and Rale ot Clearance", Bkxxb (>4, 458 469, FH>4; 
^ Smith, J.(\ et al.. "(irowth Factors Adherent to Cell Sub- 
strate Are M itogemeall v Active In Situ", Nature . n Xr 
154 156, 1982; Knighton, D.R. et al., "Role ot Platelets and 
Fibrin in the Healing Sequence", Ann. Surgery 1^6: 
V/i; .*X/, 19X2, Bouen Po|x-, D P et ab, "I \A\ pepl ide 

in I ransloi nung (irowth Factors Isolated From Bovine Sour- 
ces and Used tor Wound Healing In Vivo", Science 2 P J : 
\\?:) ITU), 198.*). 

I aiser Anliegen war, die ge/uchteten I lautaqm valente aul 
em o[>tinuertes ( iranulationslager /u a[>pb/ieren Daher 

is sol lie tlas Transplautat I ager moglichst eng an die Bedmgun- 
gen tier Zellkultur angepaBl werden. Die Transplnnlatlagcr 
von 5 Patienten. die tureme Mesh-Grati vorgeselien waren, 
vvurden so bis /u vier VVo^-hen nut den, u. a. PRP halligen. 
Kult urmetlien kondiiionicri . Die ' TransfManlate wuchsen 

.'n samtlicb an. Die Take-Rate lag 14 Tage \\->sl apfihcatioiu'm 
bei nahe/u 95 f ,^ tier blacben Die Restdetekte schlossen sich 
bis aul eincn Fall nach weiteren /.wei Woehen. Nur in eineni 
ball uiubte ei neut Kullurnialerial autgebrachl werden. Dann 
konnte aueh bier nach weiteren 4 Wovhen eine kt >mploi l e 

> Abheilung cry i el t werden. 

/ur ( )ptiinierung der I hindhabung der ge/uchteten strati 
fi/ierten Hautaqui valente wurden die ()RS-/ellen un Rab- 
mt'ii tier Sekundarkultur aul Hyaluronsauremembranen aus- 
gesat. /wei Patienten wurden nut eierariig ge/uchteten Hau- 

>*J taqm valenten behandelt, indem diese /usamnien mit den 
Meinbranen auf das Transplantatlager anlgebracht wurden, 
die Membran intlirektem Kontakt mit dem I.ager, daran! dae 
strati ti/ierten I Fnitaqui valente. In beitien Fallen w urde eine 
Abheilung erreicht. Alternativ konnen aueh andere biinte- 

is gradabie Polvmere, wie /.. B. Alginate, Poivlaklidc verwen- 
det werden. 

Neu und Bestandlci 1 theses Patenies ist die: 

Kultivierung von ()RS-/elleu, /. B. als stralifi/ier- 
-io tes, dermales Aquivalent, unter Ver/.icbt auf art- b/.w. 

sfxmiler- b/.w. erupt angert'remde /ellen, derartige Me- 
then ixier derartige /usal/e 

therapcut ische b/.w. kosmetische Anwendung dieser 
Kullurem 

as Vorbereitung eines 'Tr:uisplantatlagL'rs nut Medien, 

die t ur die Kultur von 'A* lien, wae /. IF ORS-Zellcn ge- 
eiguet si nd 

Vorbereitiing eines 'Transplantalbigers mil Medien, 
in denen bereits Allkuliuten g.ehahen worden suid 
^ » ( kt Midit loiuerie Medien) 

Techmk, Cewebe ties Spenders unler Bedmgungen 
des dem S[x.-ntler eigenen Milieus in vitro heran/u/ie- 
hen {autologes K ulturvertahren ) und dadiirch jedes er - 
denkliche Risiko tier Ubertragung von Krankheiiserre- 
s-> uern /wischen versebiedenen 'Tierspe/ies oder inner 

bal b tlerselben Art /.u vcrmciden, 

Wrwendung von resorhierbaren bohen als Trager 
Tur die Kultivierung v»>n ORS-Adlen un Rahnien tier 
Transplantation. 

(*) 

Patenians|>ruche 

1. Kulturinctluim /.ur /uchlung von Allen, dadurch 
fts ^ekenn/xichnet, da!3 honiologes oiier autologes Setum 

b/w wirksame Bestandteile davon /ugesei/t sind,. 

2. Kultunnedium nach Anspruch 1 /ur /uchtung haut- 
t vpischer '/ellen. 
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T Kulturmedium naeh Ansprueh 1 enter 2, dadureh pc- 
kenn/eiehnet, daB das Medium S his SO ''■■'< Serum ent 
halt 

4. kulturmedium naeh Ansprueh T dadureh ^ekenn 
/eiehnet, daB das Medium 10 bis IVv Serum euthalt. 
.V Kuhurmedium nach emem tier Anspruehe 1 bis 4, 
dadureh L'ekenn/eichnet , daB auBerde t;i PKP tpiaielei 
released peptides) oder eine kornbinalion d.inn enthal 
lener Wirkstotte /ugcscl/l isl. 

f> K ullur medium nach Ansprueh X dadurch I'ekenn 
/eiehnel, daB 1 * R 1 * m einer k< Mi/entr ati> mi von 
0.01 ?(V-< /ueesel/I ist 

/. kuhurmcdmm nach Ansprueh h, dadureh L'ckenn 
/eiehnel. daB PKP in etner Kon/enl ral ion von 0.0! 1' v 
/u^esel/l ist. I 

5. Kulturniediuni nach Ansprueh /, dadureh yekenn 
/cichncO daB 1'Rl' in einer Kon/ent r al ion von 0,0Vy 
/ u^cset/.t ist. 

9. kulturmedium nach einem der Anspmche 1 bis S, 
dadureh L'ckcnn/eic hne! , daB es /ur /uchlunsj deruialet 1] ) 
Aijui v alcnte aus ORS-Zellen ciiiijeset/I vvird. 

10. Verwendun^ des Kulturniediunis naeh eineni der 
Anspruehe 1 bis 9 /ur I lersiellun^ emes At /nemiillels 
tur die Iruplantalion oder Transplantation. 

1 1. Verwendun^ naeh Ansprueh 10, wobei das At/nei- 
nnltel ge/uehtete Xellen enthalt. 

12. Ver wendunt', des Kultuniiediurns naeh emem der 
Anspruehe 1 bis 9 /ur Vorberciturm' der Implantation 
oder Transplantation von /,el!en. 

IT Vervvenduny naeh Ansprueh 12, wobei die Vorbe- 
reiuniii due Xuchtunt; der fur die Implantation oder 
I ransplantation einijeset/ten /,eilen umtal.T 

14 Verwendnnu .naeh emem der Anspriiehe 10 bis IB, 
wobei Vorlauter- b/vv. Stamm/ellefi /ur Hersiellun^ 
von straiif l zierten I lain aqtn valeuieu verwendel vvei- ^ 
den 

15 Verwendung des mi Veriahren pLMiril) den Anspru- 
ehen 10 bis 14 erhahenen konditiomerten Kultuniiedi- 
urns /ur Vorbereitung des Transplantatlaeers tur die 
Transplantation der hergestellten Hautiiqui valente. 

in Veruendung naeh einem der Anspruehe 10 bis IS, 
wobei I olien aus biodegradablen, resorbierbaren Mate- 
rial ien als Tracer lur die /Aielitunii der Xellen b/w. tur 
die Apphkation der strati h/ierten Ihnitaqm valente ver- 
wendet vverden. is 
1 7. V'erw end anu naeh Ansprueh If), wobei die bolien 
Alginate, II\ aluronsaurcesrei , Polvlaklid I'olvmcic 
oder andere biodegradable 1'olvniere siiul 
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